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k57 Resumen:
Un procedimiento para la produccion de acido gibe-
relico, en cultivo sumergido, a partir de efluentes del
procesado industrial del mejillon.
El procedimiento objeto de la presente invencion
comprende la acidicacion del efluente a pH = 4,5
con separacion espontanea de una fase solida y un
lquido sobrenadante que se concentra por ultral-
tracion a 100 KD hasta niveles de 70-100 g/L de
glucogeno y un cociente carbono/nitrogeno com-
prendido entre 40 y 64, se hidroliza con un preparado
amioltico de Aspergillus oryzae y el hidrolizado se
utiliza para el cultivo sumergido de Giberella fujiku-
roi (NRRL 2284), consiguiendose una reduccion del
85% en la DQO del efluente crudo y una produccion
de acido giberelico de 4 kg/m3 de cultivo.
Aviso: Se puede realizar la consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Campo de la tecnica
Tratamiento de efluentes de la industria del
mejillon.
Obtencion de acido giberelico.
Planteamiento del problema
El producto de la mitilicultura en Galicia, que
alcanza un total de 250.000 Tm/a~no, los 2/3 del
cual se concentran en la Ra de Arousa, representa
alrededor del 45% de la produccion mundial del
molusco. Mas del 60% del recurso se somete a
diversos tipos de procesado (congelados y conser-
vas) que se inician siempre con un tratamiento
termico, al vapor o en agua, para la apertura val-
var y precoccion o coccion de la vianda. Dicho
tratamiento genera, en estimacion moderada, 300
L de efluente por Tm de mejillon crudo tratado
(54 millones de litros al a~no), con una DQO me-
dia 25 g O2/L y con glucogeno ( 10 g/L) como
componente mayoritario (vease Tabla 1).
Estado de la tecnica
La depuracion y posible rentabilizacion de
los efluentes del procesado de mejillon (en ade-
lante EPM) constituye un tema que ha venido
preocupando desde hace casi 30 a~nos. Al mar-
gen de ciertos metodos aplicables al tratamiento
de peque~nos volumenes (obtencion de condimen-
tos solidos por desecacion, de componentes utiles
en cosmetica, recuperacion de glucogeno o tau-
rina), de rentabilidad dudosa o con dicultades
de escala, el primer precedente que planteo la
depuracion masiva lo constituye un trabajo de
FRAGA [FRAGA, F. (1963). Posible utilization
of the cooking water mussel. Proc. Gen. Coun.
Medit., 7: 325 - 27], donde se ensayaba (y se
desestimaba por motivos economicos) la recupe-
racion de la fraccion proteica por precipitacion
con acido sulfurico.
Mas recientemente, se ha desarrollado un
procedimiento [MURADO, M.A., M.P. GONZA-
LEZ, M.I.G. SISO, J. MIRON & L. PASTRANA
(1990). Procedimiento para la depuracion de los
efluentes del procesado industrial del mejillon,
con produccion de protena unicelular y un pre-
parado amiloltico. Pat. Esp. N 9002051] que,
basado en la utilizacion de los EPM como me-
dio para el cultivo de microhongos amilolticos,
permite reducir su DQO en un 88%, con ob-
tencion simultanea, por litro de efluente, de 2 g
de protenas de mejillon, 8 g de protena unicelu-
lar microfungica de elevada digestibilidad y 0,6 g
de un preparado amiloltico pulverulento de alta
estabilidad, rico en  - amilasa y aplicable a la
sacaricacion de polisacaridos.
Dentro de este ultimo tipo de enfoques, se pro-
pone aqu un nuevo procedimiento que pretende
a~nadir valor economico a la depuracion de los
EPM, por medio de su aplicacion a la produccion
de acido giberelico (GA3) por fermentacion. Para
ello se requieren los siguientes pasos:
1: Concentracion de los EPM por ultral-
tracion con corte a 100 KD, a n de ele-
var los niveles de glucogeno hasta 70 - 100
g/L, sin aumentar los de los componentes de
bajo peso molecular (particularmente im-
portante es lograr un bajo nivel de compues-
tos nitrogenados).
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2: Sacaricacion total o parcial de los con-
centrados, para obtener medios con glucosa
como producto mayoritario de hidrolisis.
Este paso se resuelve por va enzimatica,
utilizando una parte del preparado que se
obtiene en el proceso ya descrito (MU-
RADO & al., 1990).
3: Cultivo de Gibberella fujikuroi sobre los me-
dios sacaricados, de acuerdo con diferentes
opciones operatorias.
Este procedimiento puede aplicarse de modo
alternativo o simultaneo con el ya descrito, ba-
sado en la utilizacion de microhongos amilolti-
cos. En este ultimo caso, una parte del efluente
se destinara al cultivo sumergido de Aspergillus
oryzae, con produccion de protena unicelular y
un preparado amiloltico, a traves de un proceso
rapido (aproximadamente 60 horas). Otra parte
del efluente se tratara del modo aqu propuesto
(gura 1), utilizando una parte del preparado a-
miloltico obtenido en el anterior, en un proceso
mas lento, aunque de superior rentabilidad poten-
cial.
Breve descripcion de la invencion
Para la aplicacion del procedimiento objeto de
la presente invencion se parte del efluente lquido
procedente del tratamiento termico (al vapor o
en agua) que constituye el paso inicial en todo
proceso de elaboracion del mejillon y cuyas prin-
cipales caractersticas son una DQO de 25 (g de
O2)/L y una concentracion de glucogeno de 10
g/L.
La acidicacion a pH=4,5 de este efluente con-
duce a la separacion espontanea de un precipitado
esencialmente proteico y un lquido claro que su-
pone el 95% del volumen inicial. El lquido claro
se somete a un proceso de ultraltracion - dialisis
(con corte a 100 KD) que produce: a) un con-
centrado que retiene en un 20% del volumen de
entrada la totalidad del glucogeno (que alcanza
as niveles de 70 - 100 g/L) y 0,4 - 0,9 g/L de
nitrogeno total. b) un permeato, que se desecha,
con una DQO de 2,75 g/L (11% de la inicial del
efluente).
El concentrado se sacarica enzimaticamente
con preparados amilolticos pulverulentos obteni-
dos, segun una tecnica ya descrita por los inven-
tores, a partir de cultivos de Aspergillus oryzae
sobre el lquido claro antes descrito. La sacari-
cacion se efectua asepticamente, a 50C y bajo
agitacion. Las condiciones operatorias se estable-
cen mediante una ecuacion emprica que permite
priorizar a voluntad la economa de tiempo o de
preparado enzimatico.
El concentrado sacaricado se utiliza como
medio para el cultivo sumergido de Giberella fu-
jikuori (NRRL 2284) en regimen discontinuo o
con alimentacion discontinua. Las caractersticas
del medio consideradas optimas para esta ope-
racion son:
Grado de hidrolisis 50%
Relacion C/N 40 - 64
Relacion C/P 40
pH inicial 5
La relacion C/N se consigue, sin necesidad
de aportes adicionales, a partir de las propias
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protenas que permanecen solubles en el medio.
La relacion C/P se obtiene mediante la adicion
de KH2PO4.
La fermentacion transcurre a 30C y sin con-
trol de pH, comenzando la produccion de acido
giberelico cuando se inicia un decit de nitrogeno
en el medio (lo que sucede a los 3 das de incu-
bacion). En regimen discontinuo, la produccion
maxima es de 2,8 g/L a los 20 das de incubacion.
En regimen de alimentacion discontinua, de 4,0
g/L a los 28 das. El acido giberelico se extrae
por procedimientos convencionales y la DQO del
medio postincubado representa menos del 4% de
la efluente inicial.
Descripcion detallada de la invencion
Claricacion y concentracion del efluente
Al acidicar el efluente a pH=4,5, decanta es-
pontaneamente un precipitado esencialmente pro-
teico, permitiendo la separacion de un lquido
sobrenadante claricado con un volumen equiva-
lente a los  19/20 del inicial, segun se describe
en la mencionada patente ES 9002051.
Dicho lquido claricado (medio M) se con-
centra a continuacion por ultraltracion - dial-
tracion con corte a 100 KD, hasta la obtencion de
medios nM (siendo el factor de concentracion al-
canzado), con niveles de glucogeno comprendidos
entre 70 y 100 g/L (7M y 10M), con bajo con-
tenido en nitrogeno (450 - 900 mg/L), proteico
en una proporcion del 70 - 90%. El proceso, por
realizarse con alto lmite de exclusion y sobre un
lquido claricado, discurre con eciencia superior
a la de otros similares (como el que se aplica al
suero lacteo) que requieren lmites de exclusion
mas bajos. En su conjunto comprende:
a) Una fase de concentracion, que se mantiene
hasta alcanzar un volumen de retenido equi-
valente a  1/5 del inicial. El nivel de
glucogeno alcanza as 40 - 60 g/L, aumen-
tando ligeramente las concentraciones de
los materiales peptdicos y permaneciendo
constantes las de los nutrientes de bajo peso
molecular.
b) Una fase de dialtracion, en la que el dre-
naje de permeado se compensa por adicion
en continuo de agua corriente, con lo que se
mantiene la concentracion del polisacarido
y descienden a voluntad las de los compo-
nentes de bajo peso molecular.
c) Una fase de concentracion nal para alcan-
zar el nivel nal deseado de glucogeno. El
conjunto de los permeados, que se desecha,
representa un 11% de la DQO inicial del
efluente.
La gura 2 presenta el transcurso de un
proceso de ultraltracion tpico, llevado a cabo
con un cartucho AMICON DC 10LA. Debe de
se~nalarse que la utilizacion de dos (o dos series)
de cartuchos en paralelo, al permitir la limpieza
alternativa de uno de ellos por flujo inverso, me-
jora notablemente la ecacia del proceso.
En la eventualidad (muy poco probable) de
operar con lotes de medio M anormalmente ri-
cos en protenas de peso molecular superior a los
100 KD, y si la mezcla con otros lotes no resuelve
el problema, puede realizarse un tratamiento de
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hidrolisis parcial con papana antes de la ultral-
tracion.
En la gura 3 se representa la cinetica del des-
censo en el nivel de proteinas (Lowry) cuando un
medio M suplementado con protena de mejillon
hasta un nivel de 10 g/L, se trata con 3,3 mg de
papana soluble (actividad ovoalbumina=1:350)
por gramo de protena. Puesto que 10 g/L re-
presenta un nivel muy superior al normal en los
medios M y no requiriendose la hidrolisis total
para lograr el permeado de los polipeptidos re-
sultantes, es claro que proporciones aun menores
de papana permiten eliminar el problema. Debe
de se~nalarse por otra parte que, en nuestra expe-
riencia con mas de 5.000 L de EPM de diferentes
epocas del a~no, nunca se encontraron concentra-
ciones proteicas que exigieran esta precaucion.
Sacaricacion del efluente concentrado
Se realiza por va enzimatica, utilizando pre-
parados amilolticos pulverulentos obtenidos a
partir de cultivos de Aspergillus oryzae sobre
el efluente claricado, por ultraltracion (30KD)
y posterior liolizacion de medios postincuba-
dos ltrados por papel, segun la patente ES
9002051. El proceso discurre en condiciones
asepticas, a una temperatura de 50C y bajo agi-
tacion, a~nadiendose el preparado enzimatico di-
suelto en un peque~no volumen del medio a tratar
y ajustandose el pH inicial (que no vara durante
la reaccion) con HCl o NaOH a un valor de 5,2.
Sobre el grado de hidrolisis alcanzado, de-
nido como la relacion entre azucares reductores
y totales, ejercen un efecto determinante las si-
guientes variables:
1 (S): Concentracion de glucogeno en la mezcla
a incubar.
2(GA): Relacion entre glucoamilasa y actividad
amiloltica total en el preparado enzimatico.
3 (pH): pH del sistema.
4 (t): Tiempo de hidrolisis.
Puesto que la actividad amiloltica total del
preparado enzimatico utilizado se mantiene esen-
cialmente constante (la contribucion de la glucoa-
milasa a este valor es muy baja), la variable S
representa mas bien la relacion entre actividad a-
miloltica total y sustrato: AAT/S en UE/mg.
Con respecto a la relacion glucoamilasa : acti-
vidad amiloltica total debe decirse que, si bien en
la realizacion del plan se utilizaron mezclas ad hoc
de a - amilasa y glucoamilasa, los preparados de
A. oryzae de la procedencia antes se~nalada alcan-
zan sin dicultad relaciones aun mas altas que la
encontrada como optima, cayendo a proporciones
mas bajas solo cuando los correspondientes culti-
vos sufren decits en el aporte de oxgeno durante
el periodo de aumento de la biomasa de la tasa
maxima.
La denicion de las condiciones operatorias
en relacion con estas cuatro variables (que en la
formula se encierran entre parentesis), y dentro
del ambito experimental especicado en la Tabla
2, responde a la siguiente ecuacion emprica, en
la que H es el % de hidrolisis:
H = 68,04 + 5,78(GA) - 12,94(S) - 2,25(pH) +
+ 14,30(t) + 2,30(pH)(t) + 2,34(GA)(S)(t) -
- 2,30(S)(pH)(t)
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que proporciona, dentro del citado ambito expe-
rimental, resultados consistentes cuando se uti-
liza para la obtencion de medios con grados de
hidrolisis comprendidos entre 0,25 y 1,00. En la
gura 4 se presentan las cineticas caractersticas
de dos opciones operatorias, pudiendo apreciarse
que, de las dos representadas:
Opcion A Opcion B
AAT/S (UE/mg) 0,27 0,83
GA 7:1000 21:1000
pH 6,00 4,40
en la primera (A) se prioriza la economa de pre-
parado enzimatico y en la segunda (B) la del
tiempo de hidrolisis. Cuando, como en el presente
caso, se desean medios solo parcialmente hidroli-
zados, puede reducirse el tiempo de reaccion, el
nivel de enzima o ambas variables a la vez. Al
cabo, en la gura 5 se muestran los productos de
hidrolisis (determinados por HPLC) despues de
5 horas de incubacion, en un rango mas amplio
de condiciones operatorias, apreciandose como en
ningun caso se obtienen dextrinas de grado de po-
limerizacion superior a la maltotriosa.
Para la nalidad aqu descrita, el grado de
hidrolisis adecuado es del 50% (relacion azucares
reductores/azucares totales=0,5). El medio as
obtenido, con una relacion C/N=40 - 64, se su-
plementa nalmente con KH2PO4 hasta una re-
lacion C/P40. Ajustado el pH a 5,0 con HCl
o NaOH y esterilizado en autoclave a vapor flu-
yente, queda en disposicion de ser utilizado para
el cultivo del microorganismo.
Proceso microbiologico
Consiste en la produccion de acido giberelico
mediante cultivo del microhongo Gibberella fu-
jikuroi (NRRL 2284) sobre medios obtenidos a
partir de los efluentes segun el tratamiento previa-
mente descrito de concentracion y sacaricacion.
Los cultivos pueden realizarse de acuerdo con las
cuatro alternativas operatorias que resultan de
combinar la utilizacion de dos tipos de medios
(total o parcialmente sacaricado) con dos moda-
lidades de proceso (discontinuo o de alimentacion
discontinua).
Influencia del grado de sacaricacion del medio
Cualquiera que sea su grado de hidrolisis, los
medios de cultivo deben de presentar las siguien-
tes caractersticas de composicion:
Concentracion de carbohidratos=70 - 80 g/L.
Relacion C/N=40 - 64.
pH=5,0 (ajustado con HCl o NaOH).
Aunque el nivel de fosforo resulta mucho me-
nos crtico, se utiliza el suplemento de KH2PO4
necesario para obtener una relacion C/P40.
Teniendo en cuenta que el microorganismo
es capaz de utilizar una parte sustancial de las
protenas de los EPM, habitualmente no es ne-
cesaria una suplementacion adicional de los me-
dios con una fuente de nitrogeno para alcanzar
la relacion C/N adecuada, que puede conseguirse
facilmente controlando el nivel de N durante la
fase de dialtracion.
Relaciones C/N superiores o inferiores a las
se~nales provocan descensos en la produccion de la
hormona. Niveles superiores de la fuente de car-
bono determinan el descenso de la productividad
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(relacion acido giberelico/carbohidratos consumi-
dos).
Los medios as preparados se esterilizan a va-
por fluyente y se inoculan con suspensiones de mi-
celio procedentes de cultivos de 24 horas de edad
sobre el mismo medio. La concentracion de dichas
suspensiones se ajusta de tal modo que la adicion
de un volumen no superior al 2% del total, pro-
porcione al cultivo una concentracion inicial de 5
mg (peso seco)/L. La incubacion se lleva a cabo
en erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio, sin
control de pH, a 30C y con agitacion rotatoria a
200 rpm.
Por otra parte, y aun no siendo G. fujiku-
roi un microorganismo fuertemente amiloltico,
puede desarrollarse normalmente en medios deri-
vados de los EPM hidrolizados solo parcialmente,
lo que, desde luego, constituye un modo operato-
rio claramente favorable desde el punto de vista
de la economa del proceso propuesto.
Segun se recoge en la gura 6, el vultivo dis-
continuo en medios sacaricados promueve una
tasa constante de produccion de la hormona du-
rante aproximadamente 17 das a partir del inicio
del decit de N (3 das), alcanzandose niveles de
2,8 g/L a los 20 das de cultivo (2,8 Kg de GA3
por m3 de cultivo, o 380 g por m3 de efluente
crudo procesado).
En la gura 7, donde se comparan los resul-
tados obtenidos en medios con diferentes grados
de hidrolisis y a diferentes tiempos de incubacion,
asimismo en cultivo discontinuo, puede apreciarse
como la mejor opcion (tanto en terminos de pro-
duccion como de productividad y al margen de la
economa del proceso enzimatico, ya mencionada)
consiste en la utilizacion de medios con un 50%
de hidrolisis.
En cualquiera de las opciones, la DQO del me-
dio postincubado, debida a la presencia de meta-
bolitos fungicos (giberelinas, bicaverinas, acidos
organicos) y al nitrogeno no utilizable por el mi-
croorganismo, representa menos de un 4% de la
del EPM inicial.
Influencia de la alimentacion discontinua
En esta alternativa se parte del balance pro-
porcionado por los cultivos discontinuos en me-
dios totalmente sacaricados (gura 6) en su fase
previa a la cada del nivel de GA3, balance que
muestra como, durante el periodo en que la bio-
masa se mantiene aproximadamente constante en
su valor maximo (168 a 264 horas), el consumo
promedio de carbohidratos es de 139 mg x L−1x
hora−1. La compensacion de este consumo por
realimentacion de los cultivos con medios deriva-
dos de los EPM, presenta, en principio, el riesgo
de inhibir la sntesis de la hormona con el aporte
simultaneo de nitrogeno que ello implica, por lo
que, para determinar la viabilidad de la ope-
racion con alimentacion discontinua, se realizo la
siguiente aproximacion experimental:
Cuatro series de cultivos se arrancan si-
multaneamente, por duplicado, en erlenmeyer de
1 L, con una carga inicial de 100 mL, utilizando
un medio 7 M (grado de hidrolisis: 50%) con 453
mg/L de nitrogeno y 700 m/L de fosforo, con pH
inicial ajustado a 5,0. Hasta las 288 horas todos
los cultivos se mantienen en las mismas condicio-
nes, compensandose la evaporacion por adicion
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de 1,5 mL de agua destilada esteril cada 48 ho-
ras. A partir del citado periodo de incubacion, la
primera serie contnua, en calidad de control, en
regimen discontinuo convencional. En las otras
tres series se inicia un proceso de realimentacion
con medios nM totalmente hidrolizados, a inter-
valos de 48 horas, de acuerdo con el siguiente es-
quema:
T1: mL/48 horas de un medio 5M (lo que equi-
vale a 400 y 2,59 mg de glucosa y nitrogeno
total respectivamente, por cultivo, cada 48
horas).
T2: 8 mL/48 horas de un medio 10M (lo que equi-
vale a 800 y 5,18 mg de glucosa y nitrogeno
total respectivamente, por cultivo, cada 48
horas).
T3: 8 mL/48 horas de un medio 15M obtenido
por suplementacion de un 10M con glucosa
(lo que equivale a 1200 y 5,18 mg de glu-
cosa y nitrogeno total respectivamente, por
cultivo, cada 48 horas).
Por otra parte, de cada cultivo se toman cada
96 horas muestras de 2,5 mL. Una vez centrifu-
gadas, el sobrenadante se utiliza para las deter-
minaciones analticas (azucares totales, nitrogeno
total, GA3) y el sedimento, lavado y desecado
a peso constante, para la determinacion gra-
vimetrica de la biomasa.
En las guras 8 y 9 se presentan los resul-
tados obtenidos en esta modalidad operatoria, y
que pueden resumirse como sigue:
1: La produccion de GA3 en regimen de ali-
mentacion discontinua supera a la del pro-
ceso discontinuo convencional en todos los
casos, incluso a la tasa de alimentacion mas
baja, que, aun suponiendo un aumento en el
total de carbohidratos consumidos, implica
un progresivo descenso de su concentracion
en el medio (la diferencia en la produccion
del cultivo discontinuo con respecto al de
la gura 6 se debe unicamente al nivel mas
bajo de nitrogeno utilizado en esta ocasion).
En ningun caso se presentan indicios de in-
hibicion debida al ingreso de nitrogeno.
2: El aporte de carbohidratos se consume ex-
haustivamente en todos los casos. La re-
duccion en la DQO es equivalente a la ob-
tenida en regimen discontinuo. A la tasa de
alimentacion mas alta, la biomasa se man-
tiene constante en su valor maximo (alcan-
zado al iniciarse la fase de realimentacion)
por un periodo de 25 das.
3: Si el rendimiento en la produccion de GA3
se considera en relacion con la biomasa,
los valores son muy similares en las cuatro
series hasta los 24 das, cayendo a partir
de este momento en los cultivos disconti-
nuos y manteniendose en los realimentados.
Analoga situacion se obtiene reriendo el
rendimiento al consumo de carbohidratos,
si bien aqu la mejora de los cultivos rea-
limentados se aprecia ya desde el inicio de
dicho proceso.
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Dada la naturaleza residual del medio utili-
zado, mas interes practico tiene considerar aqu
las producciones por unidad de volumen de cul-
tivo, criterio que permite apreciar como la pro-
duccion mejora al aumentar la tasa de alimen-
tacion. Con respecto el regimen discontinuo con-
vencional, la alimentacion mas alta conduce a
prolongar por 16 das el periodo de sntesis de
GA3 a la tasa maxima, lo que equivale a obtener,
prolongando un 40% el tiempo de incubacion, una
elevacion del 82% en la produccion de la hormona
y del 35% en la productividad con respecto al con-
sumo de carbohidratos.
Ejemplos
Ejemplo n 1: Claricacion y concentracion de
los EPM
500 L de efluente crudo (pH=7,0), pasados a
traves de malla de nylon de 1 mm para separar
impurezas, se acidicaron hasta pH=4,5. Una
vez sedimentado espontaneamente (5 horas) el
precipitado proteico formado como consecuencia
de la acidicacion, se recuperaron, mediante un
sifon, 462 L del lquido claricado sobrenadante,
con un contenido de 9,4 g/L de glucogeno.
Dicho sobrenadamente se ultraltro hasta un
volumen de retenido de 62 L, dialtrandose a con-
tinuacion por adicion en continuo de 400 L de
agua corriente. Retirados 20 L del retenido re-
sultante (medio 7M: 70 y 0,7 g/L de glucogeno
y nitrogeno total respectivamente), el resto con-
tinuo concentrandose por ultraltracion hasta 30
L (medio 10 M: 100 y 0,79 g/L de glucogeno y
nitrogeno total respectivamente).
Ejemplo n 2: Sacaricacion de los EPM concen-
trados
30 L de medio 10M a pH=4,5 se ajustaron
a pH=5,2 con NaOH y se esterilizaron a va-
por fluyente 1 hora. Adicionados en condiciones
asepticas 2,98 g de preparado enzimatico de A. or-
yzae (que proporcionan una actividad amiloltica
total de 0,06 UE por mg de glucogeno), la mezcla
se incubo a 50C bajo agitacion suave durante 25
horas. el cociente azucares reductores/azucares
totales as obtenido fue de 0,51.
Para la hidrolisis del medio 7 M, partiendo
de 20 L, operando a la misma relacion en-
zima/sustrato y a igualdad del resto de las con-
diciones, el tiempo de reaccion requerido para
la obtencion de un cociente azucares reducto-
res/azucares totales=0,53 fue de 4 horas.
Ejemplo n 3: Proceso microbiologico discontinuo
1 L de un medio 7 M con un grado de hidrolisis
del 50% se suplemento con 3 g de KH2PO4,
ajustandose a continuacion el pH a 5,0. Dis-
tribudo en 20 erlenmeyer de 250 mL, se esteri-
lizo en autoclave a vapor fluyente durante 1 hora.
Como inoculo se utilizo, por cada erlenmeyer (50
mL), 1 mL de una suspension de micelio de 0,25
mg (peso seco)/mL, procedente de un cultivo de
24 horas de edad en el mismo medio.
La incubacion se llevo a cabo a 30C, bajo agi-
tacion constante a 200 rpm, sin control de pH. To-
mada de cada erlenmeyer una muestra de 2,5 mL
despues de un periodo de 25 das, la produccion
media de GA3 resulto ser de 3,141 g/L ( 0,107
[a=0,01]). El resto de los contenidos se trato con-
juntamente en una decantadora centrfuga para
separar la biomasa, obteniendose 756 mL de me-
dio postincubado, con una DQO(O2)=4 g/L.
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El postincubado, acidicado a pH=3 con HCl
5N, se extrajo con volumenes sucesivos de 350,
150 y 100 mL de acetato de etilo. Las fases
organicas reunidas se evaporaron en rotavapor
hasta un volumen de 100 mL, que se trato dos
veces con 50 mL de una solucion saturada de bi-
carbonato sodico. Las fases acuosas reunidas se
acidicaron de nuevo a pH=3 y se reextrajeron
dos veces con 25 mL de acetato de etilo cada
una. Llevado a sequedad el conjunto, se obtuvie-
ron 4,43 g de un polvo pardo, con un contenido
de 2,06 g (46,5%) de GA3.
Ejemplo 4: Proceso con alimentacion discontinua
1 L de un medio 7 M de las mismas carac-
tersticas que el utilizado en el proceso discon-
tinuo, con el mismo suplemento de fosforo y pH
inicial igualmente ajustado a 5,0, se distribuyo en
10 erlenmeyer de 1 L (100 mL por erlenmeyer),
que se esterilizaron en autoclave 1 hora a vapor
fluyente. Cada erlenmeyer se inoculo con 2 mL
de una suspension de micelio de 0,25 mg (peso
seco)/mL, procedente de un cultivo de 24 horas
de edad en el mismo medio. La incubacion se
llevo a cabo a 30C, con agitacion a 200 rpm y
sin control de pH.
Despues de un periodo de 12 das en estas con-
diciones, se inicio la fase de alimentacion discon-
tinua, caracterizada por:
1: la adicion, cada 48 horas, del volumen de
medio 10M (grado de hidrolisis=50%) ne-
cesario para proporcionar un incremento en
la concentracion de sustrato de 9,6 g/L.
2: la extraccion, cada 96 horas y precediendo
inmediatamente a la adicion, de una mues-
tra de 4 mL.
Dado que el proceso se realizo manteniendo
constantes volumen de muestra e incremento de
sustrato, los volumenes de alimentacion se esta-
blecieron mediante la siguiente ecuacion:
An =
 S(Vn−1 - Mn)
S -  S
donde
An: volumen (L) de medio de alimentacion en la
adicion n - sima.
S: incremento en la concentracion de sustrato
(g/L) en el cultivo, como consecuencia de
la alimentacion n - sima.
S: concentracion de sustrato (g/L) en el medio de
alimentacion.
Vn−1: volumen del cultivo (L) despues de la ali-
mentacion [n - 1] - sima.
Mn: volumen (L) de la muestra n - sima (4 mL en
las operaciones de muestreo - alimentacion
y cero en las de alimentacion).
Despues de un periodo de incubacion de 672
horas (384 de las cuales correspondieeron a la fase
de realimentacion, que implico 8 adiciones), la
produccion media de GA3 resulto ser de 4,036
g/L ( 0,206[a=0,001]). Reunidos los contenidos
de todos los cultivos y separada la biomasa en
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una decantadora centrfuga, se obtuvo un volu-
men de medio postincubado de 1447 mL, con una
DQO(O2)=5 g/L.
Dicho postincubado se trato del mismo modo
que el obtenido en el proceso discontinuo, salvo
por los volumenes de acetato de etilo utilizados
en la primera serie de extracciones, que fueron de
650, 300 y 200 mL. Despues de la concentracion
en rotavapor a 100 mL, reacidicacion a pH=3
con HCl 5N, reextraccion con 2 x 25 mL de ace-
tato de etilo y evaporacion a sequedad del ex-
tracto nal, se obtuvieron 10,70 g de un polvo
pardo, con un contenido de 5,12 g (48%) de GA3.
Leyendas de las guras
Figura 1: Diagrama del sistema que se propone
M: efluente claricado (medio M)
UF: ultraltracion (100 KD)
nM: efluente concentrado
P: permeado de ultraltracion
SC: sacaricacion
nMH: concentrado hidrolizado
CD: cultivo discontinuo
CAD: cultivo con alimentacion discontinua
B: biomasa
PI: medio postincubado
E: extraccion del postincubado
GA3: acido giberelico
Figura 2: Cinetica de la concentracion de EPM
por ultraltracion (100 KD). La lnea de puntos
indica el inicio de la fase de dialtracion.
VP: volumen de permeado
Vr: volumen de retenido
C: caudal (C barrada: caudal medio)
NaCl: salinidad
P: fosforo total
Nt: nitrogeno total
N Pr: nitrogeno total
G: glucogeno.
min: minutos
Figura 3: Cinetica de proteolisis con papana so-
luble
%Pr: % de protenas
H: horas
Figura 4: Cineticas de la hidrolisis de EPM
concentrados, segun las siguientes opciones ope-
ratorias (vease texto):
Opcion A Opcion B
AAT/S (UE/mg) 0,27 0,83
GA 7:1000 21:1000
pH 6,00 4,40
%PH productos de hidrolisis como % del
nivel inicial de glucogeno
AR: azucares reductores
Ga: glucosa
Ma: maltosa
H: horas
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Figura 5: Productos de hidrolisis a las 5 ho-
ras (determinados por HPLC), en las diferentes
condiciones operatorias utilizadas en el plan fac-
torial.
%AR: azucares reductores
%Ga: glucosa
%Ma: maltosa
G: glucogeno
AAT/GA: relacion entre actividad amilol-
tica total y actividad de la
glucoamilasa
%PH: productos de hidrolisis (como %
del nivel inicial de glucogeno).
Figura 6: Desarrollo de un cultivo de Gibbe-
rella fujikuroi en un medio 7M totalmente hidro-
lizado.
B: biomasa
Ga: glucosa
N: nitrogeno total
GA3: acido giberelico
H: horas
Figura 7: Producciones y productividades de
acido giberelico, segun diversos criterios, a tres
tiempos de incubacion (1: 168, 2: 264, 3:
336 horas), en medios con diferentes grados de
hidrolisis.
t: tiempos de incubacion (horas)
GA3: acido giberelico
GA3/ATc: productividad (produccion de
GA3/consumo de carbohidratos)
GA3/B: productividad (produccion de
GA3/biomasa)
%H: grado de hidrolisis como % de
azucares reductores con respecto
a los totales
Figura 8 : Desarrollo de Gibberella fujikuroi
y producciones de acido giberelico en cultivos con
alimentacion discontinua (smbolos negros) y en
proceso discontinuo convencional (smbolos blan-
cos).
Tasas de alimentacion:
T1: 8 mL/48 horas de medio 5M
T2: 8 mL/48 horas de medio 10M
T3: 8 mL/48 horas de medio 15M
Dc: cultivo discontinuo control
B: biomasa
ATc: azucares totales consumidos
GA3: acido giberilico
GA3/B: productividad (produccion de
GA3/biomasa)
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GA3/ATc: productividad (produccion de
GA3/consumo de carbohidratos)
H: horas
Figura 9: Balances de carbohidratos en culti-
vos con alimentacion discontinua (T1, T2, T3) y
en proceso discontinuo convencional (Dc).
Tasas de alimentacion:
T1: 8 mL/48 horas de medio 5M
T2: 8 mL/48 horas de medio 10M
T3: 8 mL/48 horas de medio 15M
Dc: cultivo discontinuo control
AT: azucares totales
D: carbohidratos disponibles
C: carbohidratos consumidos
H: horas
TABLAS
Tabla 1
Composicion media (g/L) del efluente pretratado
(medioM), y su rango de variacion
Glucogeno 10,00 (7,00 - 12,50)
Azucares reductores 0,15 (0,10 - 0,80)
Protenas 3,50 (2,50 - 4,00)
Taurina 2,50 (2,00 - 3,00)
Nitrogeno total 1,60 (1,00 - 2,00)
Fosforo inorganico 0,09 (0,08 - 0,11)
NaCl 18,00 (17,00 - 22,00)
DQO (O2) 25,00 (21,00 - 26,00)
Tabla 2
Dominios experimentales y codicacion de las varia-
bles utilizadas en el dise~no experimental aplicado a
la hidrolisis de efluentes concentrados
Valores Glucoami- Gluco- pH Tiempo
codi- lasa geno (t, en
cados (GA/AAT) (S:mg/mL)a horas)
- 1 0,007 (E1) 50 4,4 5
+1 0,021 (E3) 150 6,0 25
I.u. 1 0,007 50 0,8 10
Vn Valor natural
Vo Valor natural en el centro del dominio
experimental
dVn Incremento de Vn correspondiente a
un incremento unidad de Vc
a: Alternativamente, puede considerarse esta varia-
ble como la relacion entre actividad amiloltica total
y sustrato en la mezcla de incubacion (AAT/S en
UE/mg). De este modo, los valores extremos seran
0,83 y 0,27 (+1).
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la depuracion y va-
loracion de los efluentes de la elaboracion in-
dustrial del mejillon, con produccion de acido
giberelico, consistente en la claricacion por
precipitacion de una fraccion proteica que se-
para espontaneamente al acidicar el efluente a
pH = 4,5 y utilizacion del lquido sobrenadante
en un tratamiento caracterizado por su l-
tracion con corte a 100 KD , hidrolisis parcial del
glucogeno, suplementacion con una sal de acido
fosforico y cultivo sumergido de una cepa de Gibe-
rella fujikuroi, preferentemente NRRL 2284, so-
bre el medio as obtenido, con produccion de acido
giberelico y eliminacion de mas del 80% de la
DQO inicial.
2. Procedimiento para la depuracion y valo-
racion de los efluentes de la elaboracion industrial
del mejillon, con produccion de acido giberelico,
segun la reivindicacion 1, caracterizado porque
en la concentracion del sobrenadante mediante ul-
traltracion con corte a 100 KD se obtiene un re-
tenido con niveles de glucogeno comprendidos en-
tre 70 y 100 g/L, y un cociente carbono/nitrogeno
comprendido entre 40 y 64.
3. Procedimiento para la depuracion y valo-
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racion de los efluentes de la elaboracion industrial
del mejillon, con produccion de acido giberelico,
segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado
porque la hidrolisis del sobrenadante concentrado
se realiza con un preparado amiloltico comer-
cial, preferentemente el obtenido de Aspergillus o-
ryzae, hasta alcanzar un cociente [azucares reduc-
tores] / [azucares totales] comprendido entre 0,25
y 1,0 y el hidrolizado se suplementa con una sal
de acido fosforico, tal como KH2PO2PO4, hasta
alcanzar un cociente carbono/fosforo no mayor de
280, lo que constituye el medio de cultivo.
4. Procedimiento para la depuracion y valo-
racion de los efluentes de la elaboracion industrial
del mejillon, con produccion de acido giberelico,
segun las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado
porque, cuando el cultivo sumergido de Giberella
fujikuroi sobre el medio obtenido segun la reivin-
dicacion 3 se realiza en regimen semicontinuo (ali-
mentacion regulada por adicion), a partir de un
momento comprendido entre el agotamiento del
nitrogeno y antes de que la concentracion de car-
bohidratos totales descienda por debajo de 5 g/L,
se a~nade cada 48 horas el volumen de medio nece-
sario para proporcionar un incremento no menor
de 9,6 g/L de carbohidratos totales.
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